® BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



© Offenlegungsschrift 
® DE 19950385 A 1 



® Int. CI. 7 : 

C 12 Q 1/68 



® Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
® Offenlegungstag: 



199 50 385.0 
19. 10. 1999 
3. 8.2000 



in 
oo 

CO 

o 

u> 

a> 

0) 
Hi 



® Innere Prioritat: 


@ Erfinder: 


199 03 541.5 29.01. 1999 


Grimm, Stefan, Dr., 81241 Munchen, DE; Schubert, 




Alexis, 80796 Munchen, DE 


@ Anmelder: 




Max-Planck-Gesellschaft zur Forderung der 




Wissenschaften e.V., 80539 Munchen, DE 




@ Vertreter: 




H. Weickmann und Kollegen, 81679 Miinchen 





Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

(3) Verfahren zur Isolation von Apoptose-induzierenden DNA-Sequenzen und Detektionssystem 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung 
von Nukleinsauresequenzen, die in einer Zielzelle eine 
nicht-selektionierbare Aktivitat aufweisen, die Verwen- 
dung der identifizierten Gene zur Bereitstellung diagno- 
stischer und therapeutischer Mittel sowie die Verwen- 
dung von sezernierten Enzymen als Reportersystem fur 
Apoptose-Prozesse. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung 
von Nukleinsauresequenzen, die in einer Zielzelle eine 
nicht- selektionierbare Aktivitat aufweisen, die Verwendung 5 
der idenufizierten Gene zur Bereitstellung diagnosuscher 
und therapeutischer Mittel sowie die Verwendung von se- 
zemierten Enzymen als Reportersystem fur Apoptose-Pro- 
zesse. 

Apoptose ist das genetisch kodierte Selbstmordpro- io 
gramm, welches in eukaryonlischen Zellen unter bestimm- 
ten physiologischen oder pathologischen Bedingungen in- 
duziert wird. Die Induktion der Apoptose muB auBerordent- 
lich prazise reguliert sein, denn eine Hyperaktivitat kann zu 
degenerativen Erkrankungen fuhren. Auf der anderen Seite 15 
kann eine verringerte Apoptose-Induktion zur Tumorpro- 
gression beitragen. 

Verschiedene niedermolekulare Induktoren der Apoptose 
wurden bereits beschrieben. Eine wichtige Klasse sind T\i- 
morcytostatika. Auf welche Weise diese Cytostatika oder 20 
andere Substanzen Apoptose induzieren konnen, ist in den 
meisten Fallen jedoch unbekannt. 

Die Identifizierung von Apoptose-induzierenden Genen 
oder anderen dominanten Genen mit einer nicht-selektio- 
nierbaren Aktivitat ist problematisch, da eine stabile rekom- 25 
binante Expression solcher Gene in einer Zielzelle entweder 
gar nicht oder nur sehr schwer moglich ist. Daher ist es er- 
forderlich, spezielle Screening- Verfahren zur Identifizie- 
rung solcher Gene zu verwenden. Hierzu wurden bereits 
verschiedene in vitro Verfahren entwickelt (King et al., Sci- 30 
ence 277 (1997), 973-974 und Lustig et al., Meth. Enzymol. 
283 (1997), 83-99). Von anderen Arbeitsgruppen wurden 
transgene Mause erzeugt, die multiple Transgene enthalten, 
deren Funktionen durch Untersuchung des Phanotyps be- 
stimmt wird (Simonet et al, Cell 89 (1997), 309-319 und 35 
Smith et al., Nat. Genet. 16 (1997), 28-36). Ein Nachteil bei 
den in vitro Verfahren besteht darin, daB die erhaltenen Er- 
gebnisse nicht ohne weiteres mit komplex regulierten zell- 
biologischen Effekten korrelieren. Untersuchungen an 
transgenen Tiere wiederum sind sehr aufwendig und miih- 40 
sam. 

Grimm und Leder (J. Exp. Med. 185 (1997), 1137-1142) 
beschreiben ein Verfahren zur Identifizierung und Isolierung 
dominanter Apoptose-induzierender Nukleinsauresequen- 
zen. Hierbei werden kleine Plasmidpools entsprechend 20 45 
Klonen aus normalisierten cDNA-Expressionsbibliotheken 
in die humane Nierenzellinie 293 transient eingefuhrt. Die 
Apoptose-induzierende Aktivitat einer Nukleinsaurese- 
quenz wird manuell durch rnikroskopische Inspektion auf 
fiir Apoptose charakteristische morphologische Merkmale 50 
bestimmt. Ein Reporterplasmid wird zur Identifizierung von 
Apoptose-induzierenden Nukleinsauresequenzen nicht ver- 
wendet. Dieses Verfahren ist aufwendig, kann aufgrund der 
Notwcndigkeit, die Apoptose-induzierende Aktivitat durch 
rnikroskopische Inspektion morphologischer Charakteri- 55 
stika zu bestimmen, nur schwer automatisiert werden und ist 
daher fur Reihenuntersuchungen ungeeignet. Weiterhin ist 
das Verfahren auf besonders effizient transfizierbare Zelli- 
nien beschrankt. 

DE-OS 43 42 769 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung 60 
und Klonierung von fur ein RNA-bindendes Protein kodie- 
render cDNA durch Herstellung einer cDNA-Genbank von 
einer Zellinie, welche das RNA-bindende Protein voraus- 
sichtlich enthalt, Einligieren der Genbank in Expressions- 
vektoren und deren Expression in Zellen, die bereits einen 65 
weiteren Expressionsvektor enthalten, der ein Markergen 
und in der 5-nichttranslatierten Region dieses Gens die Bin- 
dungsstelle des betreffenden RNA-bindenden Proteins auf- 
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weist, und Nachweisen der Anwesenheit der cDNA uber 
eine Verminderung der Expression des Markergens. Mit die- 
sem Verfahren konnen jedoch keine dominanten Gene mit 
einer nicht-selektionierbaren Aktivitat, deren stabile rekom- 
binante Expression in einer Zelle nicht moglich ist, identifi- 
ziert werden. 

DE-OS 38 06 617 beschreibt ein Verfahren zur Expres- 
sion von nicht-selektionierbaren Genen in eukaryonuschen 
Zellen, wobei zwei oder mehr Selektionsmarkergene mit 
den nicht-selektionierbaren Genen transfiziert werden, wo- 
bei sich die Selektionsmarkergene und die nicht-selektio- 
nierbaren Gene auf einem oder mehreren Vektoren oder 
DNA-Strukturen befinden und anschlieBend auf alle transfi- 
zierten Selektionsmarker selektioniert wird. Auch mit die- 
sem Verfahren konnen keine dominanten Gene mit einer 
nicht-selektionierbaren Aktivitat identifiziert werden, deren 
stabile rekominante Expression in einer Zelle nicht moglich 
ist. 

WO 91/19796 betrifft ein Verfahren zur Gewinnung einer 
tierischen oder pflanzlichen Zelle, die eine nicht-selektio- 
nierbare Gensequenz inseriert innerhalb einer vorbestimm- 
ten Gensequenz des Zellgenoms enthalt, mittels homologer 
Rekombination. Auch dieses Verfahren ist nicht zur Identifi- 
zierung von dominanten nicht-selektionierbaren Genen mit- 
tels Reihenuntersuchungen geeignet. 

WO 91/00361 betrifft ein Verfahren zur identifizierbaren 
Expression eines nicht-selektionierbaren Gens unter Ver- 
wendung eines dominant-selektionierbaren Multidrug-Resi- 
stenzgens MDR1, wobei durch Selektion auf das MDR1 
Gen eine Amplification und Uberexpression des nicht-se- 
lektionierbaren Gens erfolgt. Auch dieses Verfahren ist zur 
Identifizierung von dominant nicht-selektionierbaren Genen 
grundsatzlich ungeeignet. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe bestand so- 
mit darin, ein neues Verfahren zur Identifizierung von domi- 
nanten Nukleinsauresequenzen mit einer nicht-elektionier- 
baren Aktivitat und dafiir geeignete Reporter- bzw. Detekti- 
onssysteme bereitzustellcn, mit denen die oben geschilder- 
ten Nachteile des Standes der Technik mindestens teilweise 
beseitigt werden. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Identifizierung 
von dominanten Aktivitaten von Nukleinsauresequenzen, 
das einfach und in intakten Zellen durchfuhrbar ist und auto- 
matisiert werden kann. Dabei wird eine Bibliothek von Nu- 
kleinsauresequenzen in vorzugsweise eukaryontische Ex- 
pressions vektoren kloniert und von dieser Bibliothek wer- 
den einzelne Klone oder kleine Pools von Klonen in Bakte- 
rien vermehrt. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgt vor- 
zugsweise uber ein automatisiertes Protokoll, das im 96- 
Loch-Format durchgefuhrt werden kann. Die isolierten 
Plasmid-DNAs konnen hierzu jeweils zusammen mit einem 
Reportervektor durch einzelne Transfektionsansatze in eu- 
karyontische Zellen eingebracht werden. Dadurch handelt 
es sich bei dem hier beschriebenen Vorgehen um cine Rei- 
henuntersuchung, einen sogenannten "Screen". Anschlie- 
Bend wird in den transfizierten eurkaryontischen Zellen die 
Aktivitat des Reportervektors bestimmt und mit der Aktivi- 
tat der Nukleinsauresequenz korreliert. Da in einer bevor- 
zugten Version des Screens nach Transfektion der ZielzeUen 
immer noch Plasmid-DNA aus den jeweiligen Ansatzen zu- 
riickbehalten wird, muB diese nicht aus den ZielzeUen iso- 
liert werden. Dies ist bei der Apoptose-Induktion von Vor- 
teil, da bei diesem Vorgang die DNA in den Zellen abgebaut 
wird. Die Schritte der DNA-Isolierung, Transfektion und 
Aktivitatsdetektion lassen sich auf einfache Weise durch 
Verwendung von Robotern automatisieren. 

Weiterhin werden neue Detektionssysteme bereitgestellt, 
welche die Identifizierung von Genen mit nicht-selektionier- 
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barer Aktivitat erleichtem. Diese Detektionssysteme umfas- 
sen die Verwendung von sezernierten Enzymen, insbeson- 
dere der Sezernierten Alkalischen Phosphatase (SEAP), die 
vorzugsweise als Reportervektor in die zu untersuchende 
Zelle eingefuhrt und deren Sekretion als MaB der zu unter- 5 
suchenden nicht-selektionierbaren Aktivitat dienen kann. 
Ein Vorteil der Verwendung sezernierter Enzyme besteht 
darin, daB die Zelle nicht zerstort werden muB, um die Akti- 
vitat zu bestimmen. Die Aktivitat kann daher im Uberstand 
mehrmals gemessen werden: kurz nach der Transfektion, 10 
wenn die Wirkung der zu untersuchenden, in die Zelle ein- 
geflihrten Nukleinsauresequenz, beispielsweise die Apop- 
tose-Induktion noch nicht eingesetzt hat, um einen Basis- 
wert zu bestimmen, und zu einem spateren Zeitpunkt, um 
die Veranderung der enzymatischen Aktivitat aufgrund der 15 
in der Zelle exprimierten Nukleinsauresequenz zu messen. 
Beispielsweise wird in apoptotischen Zellen die Sekrcdon 
von Proteinen vermindert, so daB im Gegensatz zu Kontroll- 
zellen die Aktivitat des Reporterenzyms nicht ansteigt. 

Ein erster Aspekt der Erfindung betrifft somit ein Verfah- 20 
ren zur Identifizierung von Nukleinsauresequenzen, die in 
einer Zielzelle eine nicht- selektionierbare Aktivitat aufwei- 
sen, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer DNA-Bibliothek umfassend 25 
eine Vielzahl von Wirtszellen, die jeweils eine zu un- 
tersuchende Nukleinsauresequenz auf einem Expressi- 
onsvektor in operativer Verkniipfung mit einer in der 
Zielzelle aktiven Expressionskontrollsequenz enthal- 
ten, 30 

(b) Kultivieren von Wirtszellen, 

(c) Gewinnen des Expressionsvektors aus den kulti- 
vierten Wirtszellen, 

(dl) Cotransfizieren von Zielzellen mit 

(i) dem in Schritt (c) gewonnen Expressionsvek- 35 
tor und 

(ii) einem Reportervektor, oder 

(d2) Transfizieren von bereits einen Reportervektor 
enthaltenden Zielzellen mit dem in Schritt (c) gewon- 
nenen Expressionsvektor und 40 
(e) Bestimmen der Aktivitat des Reportervektors in 
den Zielzellen oder in deren Kulturiiberbestand als 
qualitatives oder quantitatives MaB fur die zu nicht-se- 
lektionierbare Aktivitat der untersuchten Nukleinsau- 
resequenz. 45 

Die zu untersuchenden Nukleinsauresequenzen konnen 
grundsatzlich aus beliebigen Quellen stammen, z. B. aus 
Eukaryonten wie Pflanzen, Wirbeltieren z. B. Saugem, Pil- 
zen, Parasiten etc., aber auch aus Bakterien, Archeae oder 50 
Viren oder aus synthetischen oder semisynthetischen Quel- 
len. Sie werden beispielsweise aus genomischen Sequenzen 
beliebiger Herkunft, cDNA-Sequenzen, cDNA-Fragmenten 
oder Teilscquenzen oder auch aus synthetisch crzeugten Se- 
quenzen wie etwa Antisense-Molekulen oder kombinato- 55 
risen modifizierten Nukleinsauresequenzen ausgewahlt. 

Ziel des erfindungsgemaBen Verfahrens ist es, Nuklein- 
sauresequenzen zu identifizieren, die in einer Zielzelle eine 
nicht-selektionierbare Akdvitat aufweisen, d. h. die nicht 
stabil in einer Zielzelle rekombinant (uber)exprimiert wer- 60 
den konnen, beispielsweise weil sie das Wachstum der Zelle 
hemmen oder den Zelltod, z. B. durch Apoptose, herbeifuh- 
ren. Beispiele solcher nicht-selekdonierbar Aktivitaten sind 
etwa die Apoptose-Induktion, die Zellzyklus-Arretierung, 
die Zelldifferenzierung, die Inhibition des Zellstoffwechsels 65 
und die Inhibition oder Aktivierung der Expression von Ge- 
nen, z. B. durch Transkriptionsfaktoren. Besonders bevor- 
zugt wird das erfindungsgemaBe Verfahren zur Identifizie- 



rung von dominanten Apoptose-Indukdonsgenen verwen- 
det. 

Schritt (a) des Verfahrens besteht darin, eine DNA-Bi- 
bliothek bereitzustellen, umfassend eine Vielzahl von Wirts- 
zellen, die jeweils eine zu untersuchende Nukleinsaurese- 
quenz enthalten. Diese DNA-Bibliothek ist vorzugsweise - 
insbesondere wenn es sich um eine cDNA-Bibliothek han- 
delt - eine normalisierte Bibliothek, d. h. eine Bibliothek, 
die an abundanten Spezies abgereichert ist. Die Herstellung 
solcher normalisierten Bibliotheken wurde von Sasaki et al. 
(Nucleic Acids Res. 22 (1994), 9987-9992) beschrieben. 
Die Abreicherung abundanter Spezies in einer Population 
von mRNA-Molekulen wird durch Zugabe von beispiels- 
weise auf Latexbeads immobilisierten cDNA Molekiilen, 
gegebenenfalls in mehreren Hybridisierungsrunden erreicht. 

Die Nukleinsaurebibliothek wird in einem Expressions- 
vektor angclegt, der in der jeweils gewunschten Zielzelle, 
vorzugsweise einer eukaryontischen Zelle und insbesondere 
einer Saugerzelle akdv ist, d. h. die zu untersuchende Nu- 
kleinsaure steht auf dem Expressionsvektor in operativer 
Verkniipfung mit einer in der Seize lie konstitutiv oder regu- 
lierbar akdven Expressionskontrollscquenz. Weiterhin ent- 
halt der Expressionsvektor Elemente, welche eine Replika- 
tion und Selektion in der Wirtszelle ermoglichen, d. h. einen 
entsprechenden Replikadonsursprung und ein Selekdons- 
markergen, z. B. ein Antibiodkaresistenzgen. Da eine Se- 
lektion des Expressionsvektors in der Zielzelle nicht durch- 
gefuhrt werden kann, ist das Vorhandensein von Elementen, 
die eine Replikadon und Selekdon in der Zielzelle erlauben, 
nicht notwendig. Da als Wirtszellen vorzugsweise Bakte- 
rienzellen, insbesondere gramnegadve Bakterien und beson- 
ders bevorzugt E.coli Zellen verwendet werden, kann der 
Expressionsvektor ein Shuttle- Vektor sein, der sowohl pro- 
karyontische als auch eukaryondsche Sequenzelemente ent- 
halt. 

Der Expressionsvektor ist zweckmaBigerweise ein extra- 
chromosomaler Vektor und insbesondere ein transient trans- 
fizierbares Plasmid. Alternativ kann jedoch auch ein stabiler 
episomaler Expressionsvektor eingesetzt werden. Derartige 
Expressionsvektoren sind dem Fachmann auf dem Gebiet 
der Molekularbiologie bekannt und beispielsweise bei Sam- 
brook et al, Molecular Cloning. A Laboratory Manual 
(1989), Cold Spring Harbor Laboratory Press, oder in ande- 
ren Standardlehrbuchern beschrieben. 

Schritt (b) des erfindungsgemaBen Verfahrens umfaBt 
eine Kuldvierung von Wirtszellen. Vorzugsweise werden 
einzelne Wirtszellen als Ausgangsmaterial zur Kuldvierung 
verwendet. Solche einzelnen Wirtszellen konnen beispiels- 
weise durch Ausplatderen von Klonen der Nukleinsaurebi- 
bliothek auf festen Kulturplatten oder entsprechende Ver- 
diinnung fiiissiger Kulturmedien erhalten werden. Gegebe- 
nenfalls konnen auch mehrere Wirtszellen, z. B. kleine 
Pools von maximal bis zu 20 verschiedenen Klonen, insbe- 
sondere von maximal bis zu 10 verschiedenen Klonen pro 
Transfektionsansatz gemeinsam kultiviert werden, obwohl 
dies in den meisten Fallen weniger bevorzugt ist. 

Schritt (c) des erfindungsgemaBen Verfahren beinhaltet 
das Gewinnen des Expressionsvektors aus den kultivierten 
Zellen. Hierzu konnen aus dem Stand der Technik bekannte 
Methoden zur Isolierung extrachromosomaler DNA (siehe 
z. B. Sambrook et al., supra) eingesetzt werden. Dabei ist je- 
doch zu beachten, daB die aus der Wirtszelle isolierte DNA 
eine ausreichende Reinheit aufweisen sollte, um die spatere 
Cotransfektion der Zielzelle mit hoher Effizienz zu ermogli- 
chen. 

Bei bakteriellen Wirtszellen wird vorzugsweise eine alka- 
lische Lyse durchgefuhrt. Die Qualitat der erhaltenen Plas- 
mid-DNA kann durch Adsorption an eine feste Matrix, ins- 



DE 199 50 385 A 1 



besondere eine Silika-Adsorptionsmatrix, Waschen mit or- 
ganischen Losungsmitteln und anschlieBende Elution ver- 
bessert werden. Uberraschenderweise wurde dabei gefun- 
den, daB die DNA nach der alkalischen Lyse ohne da8 - wie 
im Stand der Technik beschrieben - die Zugabe chaotroper 
Substanzen erforderlich ist, mit hoher Effizienz an die Ad- 
sorptionsmatrix gebunden werden kann. Die Abwesenheit 
zugesetzter chaotroper Substanzen fuhrt zur erheblichen 
Verbesserungen und Vereinfachungen bei der anschlieBen- 
den Aufreinigungsprozedur und stellt daher - unabhangig 
von den vorhergehenden und nachfolgenden Schritten des 
beanspruchten Verfahrens - einen weiteren Aspekt der vor- 
liegenden Erfindung dar. 

Schritt (d) beinhaltet eine Transfektion oder Cotransfek- 
tion von Zielzellen, insbesondere eukaryontische Zellen wie 
etwa Saugerzellen, mit dem zuvor isolierten Expressions- 
vektor und gegebenenfalls einem Reportervektor. Bei euka- 
ryontischen Zielzellen erfolgt die Transfektion bzw. Co- 
transfektion vorzugsweise durch Calciumphosphat-Copra- 
zipitation, Lipofektion, Elektroporation, PartikelbeschuB 
oder virale Infektion (Retroviren, Adenoviren etc.). In den 
durch Transfektion oder Cotransfektion erzeugten Zielzel- 
len kann der Expressionsvektortransient, der Reportervek- 
tortransient oder stabil exprimiert werden. Eine transiente 
Expression ist bevorzugt. 

Bei der bevorzugten Cotransfektion wird der Expressi- 
onsvektor gunstigerweise in einem molaren UberschuB be- 
ziiglich des Reportervektors eingesetzt. Besonders bevor- 
zugt betragt das Molverhaltnis zwischen Reportervektor und 
Expressionsvektor 1 : 2 bis 1 : 20. Bei Verwendung des Ex- 
pressionsvektors im molaren UberschuB kann die Anwesen- 
heit des Reportervektors in der Zielzelle als Marker fur das 
gleichzeitige Vorhandensein des Expressionsvektors in der 
Zielzelle dienen, da Zellen bei einer Cotransfektion die ein- 
gesetzten Plasmide entsprechend ihrem Molverhaltnis im 
Cotransfektionsansatz aufnehmen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren erlaubt im iibrigen auch 
die Verwendung mehrerer Reportervektoren, von denen ei- 
ner bereits (chromosomal oder extrachromosomal) in der 
Zielzelle vorliegt und ein anderer mittels Cotransfektion zu- 
sammen mit dem Expressionsvektor in die Zelle eingefuhrt 
wird. 

Der Reportervektor wird vorzugsweise so gewahlt, daB 
kein unmittelbarer funktioneller Zusammenhang zwischen 
Reporter- und Expressionsvektor besteht, d. h. daB ein von 
dem Expressionsvektor kodiertes Genprodukt nicht direkt 
auf die Aktivitat des Reportervektors wirkt, sondem daB ein 
vom Expressionsvektor kodiertes Genprodukt nur mittelbar, 
d. h. ubereine BeeinfluBung des Metabolismus der Zielzelle 
auf die Aktivitat des Reprotervektors wirkt. Es sind jedoch 
auch Ausfuhrungsformen des Screens moglich, welche eine 
Detektion von direkten Interaktionen zwischen Reporter- 
vektor und Expressionsvektor erlauben. 

Der zusammen mit dem Expressionsvektor cotransfizierte 
oder bereits in der Zielzelle vorhandene Reportervektor ent- 
halt im allgemeinen eine fur ein nachweisbares Genprodukt 
kodierende Nukleinsauresequenz in einer in der Zielzelle 
exprimierbaren Form. Der Reportervektor ist vorzugsweise 
ein extrachromosomaler Vektor, besonders bevorzugt ein 
transient transfizierbares Plasmid. Andererseits kann auch 
ein stabiler episomaler oder chromosomaler Reportervektor 
eingesetzt werden. In diesem Fall enthalt der Reportervektor 
Elemente, die eine Selektion und gegebenenfalls eine Repli- 
kation in den Zielzellen ermoglichen. Die Expression des 
nachweisbaren Genprodukts kann iiber eine konstitutive 
oder regulierbare Expressionskontrollsequenz, vorzugs- 
weise uber eine konstitutive Expressionskontrollsequenz er- 
folgen. 



Das vom Reportervektor kodierte Genprodukt ist in einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ein sezerniertes 
Enzym, d. h. ein Enzym, welches von der Zielzelle sekre- 
tiert wird. Beispiele fur solche Enzyme sind die Sezemierte 
5 Alkalische Phosphatase (SEAP) (Berger et al., Gene 66 
(11988), 1-10)) sowie die Luziferase (Lui et aL, Gene 202 
(1977), 141-148). Besonders bevorzugt wird die SEAP als 
sezerniertes Enzym verwendet. Bei Verwendung sezemier- 
ter Genprodukte als Reportersystem erfolgt die Bestimmung 

10 der Aktivitat im Kulturuberstand der Zielzellen. Anderer- 
seits kann das vom Reportervektor kodierte nachweisbare 
Genprodukt auch ein nicht- sekretiertes Polypeptid sein, 
welches intrazellular in einer intakten Zelle nachweisbar ist, 
beispielsweise ein Fiuoreszenzprotein wie GFR Ebenso 

15 kann das vom Reportervektor exprimierte nachweisbare 
Genprodukt auch ein membranstandiges, z. B. durch Inku- 
bation mit Antikorpern oder Affinitatsliganden nachweisba- 
res Polypeptid sein. 
Schritt (e) des erfindungsgemaBen Verfahrens beinhaltet 

20 die Bestimmung der Aktivitat des Reportervektors in den 
Zielzellen oder in deren Kulturuberstand als MaB flir die 
nicht-selektionierbare Aktivitat der untersuchten Nuklein- 
sauresequenz. Diese Bestimmungsmethode beruht darauf, 
daB die auf dem Expressionsvektor befindliche zu untersu- 

25 chende Nukleinsauresequenz in der Zielzelle nach Expres- 
sion einen EinfluB auf den Zellmetabolismus, z. B. durch 
Apoptose-Induktion, aufweist, der wiederum die Aktivitat 
des Reportervektors bzw. des von ihm kodierten nachweis- 
baren Genprodukts auf meBbare Weise beeinfluBt. Vorzugs- 

30 weise wird die Aktivitat des Reportervektors an mindestens 
zwei Punkten nach der Transfektion oder Cotransfektion be- 
stimmt, wobei der erste Zeitpunkt so gewahlt wird, daB eine 
Expression der auf dem Expressionsvektor enthaltenen Nu- 
kleinsauresequenz noch keinen EinfluB auf die Aktivitat des 

35 Reportervektors hat, und somit dazu dienen kann, eine Ba- 
sisaktivitat fur die jeweils untersuchte Zielzelle festzulegen. 
Der zweite Zeitpunkt wird so gewahlt, daB eine Expression 
der auf dem Expressionsvektor enthaltenen Nukleinsaurese- 
quenz bereits einen meBbaren EinfluB auf die Aktivitat des 

40 Reportervektors hat - sofem die in der jeweiligen Zelle vor- 
handene Nukleinsauresequenz die untersuchte nicht-selek- 
tionierbare Aktivitat aufweist. Auf diese Weise kann unab- 
hangig von der Basisaktivitat des Reportervektors, die von 
der Transfektionseffizienz bei der Transfektion oder Co- 

45 transfektion abhangt, die Aktivitat einer in eine bestimmte 
Zelle eingefuhrten Nukleinsauresequenz bestimmt werden. 
Die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahren wird 
bevorzugt zumindest teil weise automatisiert, wobei die 
Schritte (b) bis (e) an mindestens 50 Proben jeweils parallel 

50 durchgefuhrt werden konnen. 

Wenn das erfindungsgemaBe Verfahren zur Identifizie- 
rung von Nukleinsauresequenzen eingesetzt wird, die einen 
EinfluB auf sekretorische Eigenschaften der Zielzelle haben 
wie etwa die Apoptose-Induktion, ist die Messung der Akti- 

55 vitat des Reportervektors im Zelltlberstand zur Identifizie- 
rung der gewiinschten Nukleinsauresequenzen ausreichend. 
In anderen Ausfuhrungsformen des Verfahrens, z. B. bei der 
Identifizierung von die Zelldifferenzierung beeinflussenden 
Substanzen, kann das vom Reportervektor kodierte nach- 

60 weisbare Genprodukt, z. B. ein Fiuoreszenzprotein wie 
GFP, intrazellular zur Markierung der transfizierten Zellen 
exprimiert werden. Diese Markierung kann gegebenenfalls 
mit der Detektion zusatzlicher zellularer Parameter, z. B. 
Detektion von Oberflachenmarkem mit Antikorpern oder 

65 Rezeptorliganden, kombiniert werden. Zur Detektion dieser 
zusatzlichen Parameter konnen fluoreszierende Reagenzien 
eingesetzt werden. Das Vorhandensein oder/und die Intensi- 
ty der Markierung(en) auf den Zellen konnen dann durch 
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Ruoreszenzcytometrie, z. B. mittels FACS (Fluorescence 
activated cell sorting) bestimmt werden. 

Die durch das erfindungsgemaBe Verfahren identifizierten 
Gene konnen zur Bereitstellung diagnostischer und thera- 
peutischer Mittel eingesetzt werden. So konnen bei Durch- 
fuhrung des Verfahrens unterschiedliche Zielzellen (nor- 
male Zellen, Tumorzellen) verwendet werden. Es konnen 
auch Zellen rait definierten genetischen Veranderungen wie 
z. B. Zellen mit aktivierten Onkogenen oder inaktivierten 
Tumorsuppressorgenen, sowie Virus-infizierte Zellen fur 
den Sceen benutzt werden. Dadurch konnen Nukleinsaure- 
sequenzen identifiziert bzw. isoliert werden, welche ihre 
Aktivitat selektiv in bestimmten Zelltypen aufweisen, z. B. 
Gene die eine selektive Apoptose-Induktion in Tumorzellen 
oder virusinfizierten Zellen herbeifuhren. Diese Gene konn- 
ten dann beispielsweise zur gentherapeutischen Bekamp- 
fung von Tumorerkrankungen oder Virusinfektionen im 
Korper von Patienten exprimiert werden. Da fur die Apop- 
tose-Induktion nur eine transiente Aktivitat notwendig ist, 
wird die derzeit noch schwierige permanente Expression bei 
der Gentherapie umgangen. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung ist die Verwendung 
von sezernierten Enzymen als Reportersystem fur Apop- 
tose-Prozesse, beispielsweise zur Identifizierung von Apop- 
tose-assoziierten Genen oder zur Idenufizierung von die 
Apoptose beeinflussenden Arzneimitteln. Besonders bevor- 
zugt ist die Verwendung als Reportersystem zur Identifizie- 
rung von Apoptose- Induktions- oder Apoptose-Inhibitions- 
genen. 

Besonders bevorzugt wird die Sezemierte Alkalische 
Phosphatase (SEAP) als Reportersystem eingesetzt. Der 
Nachweis der Enzymaktivitat erfolgt gunstigerwcisc unter 
Verwendung von chromogenen oder auch fluoreszierenden 
Substraten fur das jeweilige Enzym. Derartige Enzymsub- 
strate sind bekannt. Besonders bevorzugt ist die Verwen- 
dung als Reportersystem in einem zu vor beschriebenen Ver- 
fahren. 

Noch ein weiterer Aspekt der Erfindung ist eine Vorrich- 
tung zur automatisierten Durchfuhrung des zuvor beschrie- 
benen Verfahrens. Diese Vorrichtung enthalt bevorzugt zwei 
Roboter: einen fur die Isolation der Plasmid DNA aus den 
Wirtszellen und einen fur die Transfektion von Zielzellen 
(Fig. 4 und 5). Der DNA Isolationsroboter umfaBt Mittel zur 
Kultivierung einer Vielzahl von Wirtszellen, beispielsweise 
einen Block oder eine Mikrotiterplatte. Die Kulturvolumina 
fur die Wirtszellen liegen vorzugsweise im Bereich von 
0,5-2,5 ml, besonders bevorzugt im Bereich von 0,5 bis 
1 ml. Weiterhin umfaBt die Vorrichtung Mittel zur Gewin- 
nung von Plasmid-DNA aus einer Vielzahl von Wirtszellen, 
bei denen es sich beispielsweise um Mikrotiterplatten oder 
Blocke handelt, die gegebenenfalls Minisaulen zur Aufrei- 
nigung der Plasmid-DNA enthalten konnen. Der Transfekti- 
onsroboter enthalt Mittel zur Transfektion und Kultivierung 
einer Vielzahl von Zielzellen, bei denen es sich ebenfalls um 
Blocke oder Mikrotiterplatten handeln kann. SchlieBlich 
enthalt die Vorrichtung Mittel zur Bestimmung der Aktivitat 
eines Reportervektors in Zielzellen, vorzugsweise ein spek- 
trophotometrisches MeSgerat oder ein FluoreszenzmeBge- 
rat. Beidc Roboter arbciten mit Mehrkanalpipetten, wobei 
die jeweiligen Fliissigkeiten gleichzeitig pipettiert werden 
konnen, um einen entsprechenden Probendurchsatz zu errei- 
chen. 

Eine Vielzahl von moglichen Roboterausfuhrungen ist 
mbglich, um den Screen durchzufuhren. Gezeigt sind in Fig. 
4 und 5 zwei bevorzugte Ausfuhrungsformen, bei denen die 
behandelten Platten mit den DNA Proben und den Wirtszel- 
len bzw. die DNA-Proben und die Zielzellen auf einer Fla- 
che ausgelegt werden und durch einen Pipettierkopf, der in 



x,y,z-Richtung beweglich ist, miteinander verbunden sind. 

Weiterhin wird die Erfindung durch die nachfolgend be- 
schriebenen Figuren und Beispiele naher erlautert. Es zei- 
gen: 

5 Fig. 1 die schematische Darstellung eines Screening- Ver- 
fahrens auf dominante nicht-selektierbare Nukleinsaureakti- 
' vitaten in einem 96-Loch-Format, 

Fig. 2 die Bindekapazitat von DNA nach alkalischer Lyse 
von Bakterienzellen an Siliciumoxid abhangig von der Kon- 

io zentration an Guanidiniumhydrochlorid, 

Fig. 3 die Messung von SEAP-Aktivitaten zum Nachweis 
dominanter Apoptose-induzierender Gene: 
A: Zeitveriauf der SEAP-Aktivitat in Cotransfektionsexpe- 
rimenten unter Verwendung eines SEAP-Expressionsvek- 

15 tors und eines Kontrollvektors (Kreis), eines fur das Zellzy- 
klus-Arretierungsgen p21 kodierenden Expressionsvektors 
(Quadrat) und eines Apoptosc-induzierenden Gens (Raute). 
Die Daten sind bezuglich der Aktivitat bei 16 h nach Trans- 
fektion normalisiert 

20 B: Verringerung der SEAP Aktivitat (A A405 nm) durch 
Apoptoseinduktion. Die SEAP- Aktivitat 16 h nach Trans- 
fektion wurde zur Normalisicrung der Aktivitat nach 36 h 
verwendet, deren Mittelwerte und Standardabweichungen 
aus drei unabhangigen Experimenten angezeigt sind. 

25 Fig. 4 eine schematische Darstellung des DNA Isolati- 
onsroboters. Lagerungsplatze fur Blocke z. B. 96-well 
Blocke mit Wirtszellen oder der daraus isolierten DNA und 
deren Zwischenstufen sind als A, B, C, d bezeichnet. Die fur 
die DNA Gewinnung notwendigen Reagenzien sind zu bei- 

30 den Seiten angeordnet. PI, P2, P4, SiOx (Siliciumoxid-Lo- 
sung) Acet. (Acetat-Losung), und H2O bezeichnen Reser- 
voire mit entsprechenden Losungen, die fur die DNA-Ge- 
winnung benotigt werden. Eine Waschstation ("washing") 
wird zum Reinigen der Spritzen des Pipettierkopfes beno- 

35 tigt. Mittel zum Zentrifugieren, ("centrifuge"), zum Anlegen 
eines Vakuums ("vacuum"), zum Schiitteln (shaking) und 
Inkubationsstationen (inc.) dienen zur Bearbeitung der Plat- 
ten fiir die Aufreinigung der DNA. Ein uber die gesamte 
Flache beweglicher Pipettierkopf mit Greifarm, der durch 

40 Antriebe (X, Y, Z) in verschiedene Richtungen bewegt wer- 
den kann, verbindet die Platten und die Bearbeitungsstatio- 
nen untereinander. In der oberen Bildhalfte ist der Roboter 
in einer Seitenansicht gezeigt. 
Fig. 5 eine schematische Darstellung des Transfektions- 

45 roboters. Die Zielzellen fur die Transfektion sind in vier 
iibereinander angeordneten Reichen in Multiwell-Platten 
eingezeichnet. Die zu transfizierenden DNA-Proben sind in 
der obersten Reihe in 96-well Platten angeordnet. In der dar- 
unterliegenden Reihe werden die Transfektionsreaktionen 

50 angesetzt. Die dazu zusatzlich zur DNA benotigten Reagen- 
zien sind als LI und L2 bezeichnet. Eine Waschstation, 
ebenso wie eine Abfallstation (waste) dient der Sauberung 
der Spritzen des Pipettierkopfes ("Z"), der in X, Y, Z Rich- 
tung beweglich ist und durch entsprechendc Schrittmotoren 

55 (X, Y, Z) angetrieben wird. Am oberen und rechten Bildrand 
ist eine seitliche Ansicht des Roboters bzw. des beweglichen 
Pipettierkopfes eingezeichnet. 

Fig. 6 eine Darstellung der phanotypischen Veranderung 
bei der Apoptose-Induktion mit ANT-1 mittels Cotransfek- 

60 tion von GFP. 3 ug Expressionplasmid fiir ANT-1 oder ein 
leerer Expressionsvektor wurden in HeLa Zellen transfi- 
ziert. Dazu wurde jeweils 1 ug eines Expressionsvektors fiir 
GFP ("Green fluorescent protein") cotransfiziert, um die 
transfizierten Zellen zu markieren. Die Fluoreszenz wurde 

65 mit einer 200-fachen VergroBerung 24 Stunden nach der 
Transfektion aufgenommen. 
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Beispiele 
Bei spiel 1 

Isolation von Apoptose-induzierenden Genen durch Co- 5 
transfektion eines SEAP-Gens auf einem Markerplasmid 

1. Experimen telle Protokolle 

1 . 1 Zellkultur und Transfektionen io 

Babyhamster Nierenzellen (BHK) wurden in DMEM er- 
ganzt mit 5% fbtalem Kalberserum (Sigma, Deisenhofen, 
Deutschland) in einer befeuchteten 5% CCVAtmosphare 
kultiviert. Fur Transfektionen wurden die Zeilen in 24- 15 
Loch-Platten gegeben und mit 2 pg Plasmid DNA nach der 
Calciumphosphat-Croprazipitationsmethode wie von Rous- 
sel et al. (Mol. Cell. Biol. 4 ( 1 984), 1 999-2009) beschrieben 
transfiziert. Hierfur wurden 25 pi DNA Losung mit 25 pi 
2xHBS-Puffer pH 6,9 (274 mM NaCl, 10 mM KCl, 40 20 
mM Hepes, 1,4 mM Na 2 HP0 4 ) bei 4°C in einer 96-Loch- 
Platte mit einem 12-Kanal-Pipettierautomaten (Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland) verrnischt. Nach Zugabe von 20 ul 
einer 0,25 M CaCl 2 Losung (4°C) und Mischen wurden 
38 ul nach Inkubation fiir 25 min bei Raumtemperatur auf 25 
die Zeilen gegeben. 

1.2 Erzeugung einer normalisierten Bibliothek und cDNA 
Screening 

30 

Die Normalisierung und Konstruktion einer Nieren 
cDNA Bibliothek wurde wie von Grimm und Lcder (J. Exp. 
Meth. 185 (1997), 1137-1142) und Sasaki et al. (Nucleic 
Acids Res. 22 (1994), 987-992) beschrieben durchgefiihrt. 

mRNA aus der Niere von 4 bis 6 Wochen alten FVB Mau- 35 
sen wurde durch Assoziation abundanter mRNA Spezies 
mit kovalent an Latexbeads gekoppelten Antisense-cDNA- 
Molekulen und anschlieBende Abtrennung durch Zentrifu- 
gation normalisiert. Nach zwei Hybridisierungsrunden wur- 
den 200 ng (von ursprunglich 2 pg) mRNA erhalten und zur 40 
Herstellung einer cDNA Bibliothek unter Verwendung eines 
cDNA Synthesekits (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) ver- 
wendet. Nach Ligation eines BstXl Adaptors (Invitrogen, 
San Diego, CA) und einer Spaltung mit Notl wurden die 
cDNA Molekule in einen modifizierten pcDNA3-Vektor 45 
(Invitrogen) unter Kontrolle des Cytomegalovirus (CMV) 
Promoters inseriert, in dem das Neomycinresistenzgen dele- 
tiert worden war. Die DNA wurde durch Elektroporation in 
E.coli SURE-Zellen (Stratagene, Corp. La Jolla, CA) einge- 
fiihrt, die anschlieBend sofort eingefroren wurden. 50 

Durch Ausplattieren von Aliquots des Transformations- 
ansatzes auf Agar wurde gefunden, da6 die Bibliothek etwa 
2,5 x 105 Klone enthielt. Aliquots, die statistisch Einzel- 
klone enthielten, wurden in Lochern von 96-Loch-Blocken 
(Qiagen, Hilden, Deutschland) in 900 pi LB- Medium inoku- 55 
liert und fiir 30 h unter Schiitteln bei 300 Upm kultiviert. 
Nach Identifizierung eines positiven Pools wurde die DNA 
zur Bestatigung des Ergebnisses emeut transfiziert. Die ver- 
bleibendc DNA wurde zur Transformation von Bakterien 
fiir eine Plasmidisolierung im groBen MaBstab verwendet. 60 

1.3 Bestimmung der Aktivitat von Sezemierter Aikalischer 
Phosphatase (SEAP) 

Die SEAP- Aktivitat wurde wie von Berger et al. (Gene 66 65 
(1988), 1-10) beschrieben bestimmt. Hierzu wurde der Kul- 
turiiberstand bei 4000 Upm zentrifugiert. Nach Hitzebe- 
handlung bei 65°C fur 30 rnin wurde die Aktivitat in einem 



SEAP-Puffer wie beschrieben getestet. 

1.4 Plasmidisolierung mit Saulen 

96-Loch-Blocke mit Bakterien wurden fiir 5 min bei 
3000 g (Sigma Zentrifugen, Osterode am Harz, Deutsch- 
land) zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und die 
Blocke wurden fur 2 bis 3 min umgedreht. Dann wurden 
170 pi Puffer PI (50 mM Tris-HCl/10 mM EDTA pH 8,0) 
zugegeben und die Bakterienpellets wurden durch vollstan- 
dige Vortexbehandlung fiir 10 bis 20 min resuspendiert. 
Nach Zugabe von 170 pi Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% 
SDS) wurde der Block mit Folie abgedichtet, durch Invertie- 
ren gemischt und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Die Lyse wurde durch Zugabe von 170 pi von 4°C kaltem 
Puffer P3 (3 M Kaliurnacetat pH 5,5) beendet. Dann wurden 
10 pi RNascA Losung (1,7 mg/ml) zugegeben, fur 5 min bei 
Raumtemperatur und dann bei -20°C inkubiert und emeut 
fur 10 min bei 6000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand 
wurde in neue Blocke dekantiert und 100 pi Puffer P4 (2,5% 
SDS in Isopropanol) wurden zugegeben. Der Block wurde 
einer Vortexbehandlung fiir 5 min unterzogen und zuerst fur 
15 min bei 4°C und dann fiir 15 min bei -20°C inkubiert. 
Die Blocke wurden fur 10 min bei 6000 Upm zentrifugiert 
und der Uberstand wurde in eine Anordnung von 96 Saulen 
uberfuhrt, die durch Einsetzen von kommerziell erhaltlichen 
Saulen (Qiagen) in entsprechend zugeschnittene 96-Loch- 
Platten hergestellt worden war. Diese Platten wurden in Va- 
kuumkammern (Qiagen) gestellt. Dann wurden 150 pi Sili- 
ciumoxidsuspension zugegeben und fur 20 min bei Raum- 
temperatur inkubiert (die Siliciumoxidsuspension wurde 
hergestellt durch Zugabe von 150 pi HC1 (37%) zu 250 ml 
einer Suspension von 50 mg/ml SiCh (Sigma) und anschlie- 
Bendes Autoklavieren). 

Nach Anlegen von Vakuum wurden die Saulen zweimal 
mit 600 pi Aceton (-20°C) gewaschen. Die 96-Loch-Sau- 
lenplatte wurde auf eine 96-Loch-Mikrouterplatte gegeben 
und fur 4 min bei 6000 Upm zentrifugiert. Die Saulenplatte 
wurde zuerst fur 5 min bei 37°C und dann fur 5 min in einer 
Vakuumkammer getrocknet. Dann wurde sie auf eine wei- 
tere Mikrotiterplatte gestellt. 70 pi H 2 0 (60°C) wurden zu- 
gegeben und dann erfolgte eine Zentrifugation fiir 3 min bei 
6000 Upm. Die Mikrotiterplatte wurde bei -20°C aufbe- 
wahrt. 

1.5 Plasmidisolierung ohne Saulen 

Das Verfahrcn erfolgte bis zur Zugabe des Puffers P4 wie 
unter Punkt 1.4 beschrieben. Dann wurde der Uberstand 
nach Zentrifugation fiir 10 min bei 6000 Upm in 96-Loch- 
Polyoxymethylen-Mikrotiterblocke gegeben. 150 pi Silici- 
umoxidsuspension wurden zugegeben und fur 20 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden fiir 5 min bei 
6000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde sorgfaltig de- 
kantiert und 400 pi Aceton (-20°C) wurden zugegeben. Die 
Platten wurden erneut einer Vortexbehandlung (30 sec) un- 
terzogen und fiir 3 min bei 6000 Upm zentrifugiert. Dieser 
Acetonwaschvorgang wurde einmal wiederholt. Die Platten 
wurden zuerst bei Raumtemperatur fur 5 min und dann fur 
5 min in einer Vakuumkammer getrocknet. Die Pellets wur- 
den in 75 pl Wasser (60°C) resuspendiert und bei 6000 Upm 
und4°C 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einer 
96-Loch-Mikrotiterplatte bei -20°C aufbewahrt. 

2. Ergebnisse 

Die schematische Durchfiihrung des Screeningsverfah- 
rens auf nicht selektierbare Gene in einem 96-Loch-Format 
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ist in Fig. 1 gezeigt. Dabei wurden Medium enthaltende 96- 
Loch-Blocke mit Aliquots einer normalisierten, nicht ampli- 
fizierten cDNA-Expressions-Bibliothek inokuliert, die stati- 
stisch einzelne Bakterienklone enthalten. Aus diesen Bakte- 
rienkulturen wurde Plasmid-DNA unter Verwendung von 5 
Minisaulen (siehe Punkt 1.4) isoliert. Ein entsprechendes 
Protokoll ohne Saulen ist unter Punkt 1.5 beschrieben. Ein 
Screening in diesem Format ermoglicht es, daB vier Arbeits- 
krafte eine vollstandige normalisierte cDNA Bibliothek, die 
ubiicherweise etwa 250 000 Klone enthalt, in etwa 14 Wo- 10 
chen durchmustem. 

Fiir den Transfektionsschritt bei diesem ScreeningprozeB 
ist es wichtig, Plasmid-DNA sehr hoher Reinheit zu erhal- 
ten. Hierzu wurde Siliciumdioxid als Bindematrix fiir Plas- 
mid-DNA verwendet. Die Bindung von DNA an Siliciumdi- 15 
oxid in Anwesenheit chaotroper Substanzen ist bekannt (Vo- 
gelstein und Gillespie, Proc. Nad. Acad. Sci. USA 76 
(1979), 615-619). Uberraschenderweise wurde jedoch fest- 
gestellt, daB selbst in Abwesenheit einer zugefugten chaot- 
ropen Substanz wie etwa Guaidinhydrochlorid die Plasmid- 20 
DNA mit ausreichender Kapazitat an Siliciumdioxid bindet 
(Fig. 2). Nach anschlieBendem Waschen in Aceton gegebe- 
nenfalls unter Zusatz von SDS, konnte Plasmid DNA in her- 
vorragender Qualitat - entsprechend einer Reinigung iiber 
eine Casiumchloridgradienten - erhalten werden. Ublicher- 25 
weise wurden etwa 10 ug Plasmid-DNA aus 900 ul LB-Me- 
dium mit einer OD260/280 von mehr als 1,8 erhalten, wo- 
von 90% in der supercoiled Form vorlagen. 

Das Screening auf Apoptose-induzierende Gene erfolgte 
durch Bestimmung der Aktivitat von der Sezernierten Alka- 30 
lischen Phosphatase (SEAP) im Zelluberstand. Eine fiir 
SEAP kodierende DNA-Sequenz wurde auf cincm Repor- 
terplasmid (Flanagan und Leder, Cell 63 (1990), 185-195) 
unter Kontrolle des konstitutiven Moloney Virus LTR-Pro- 
motors zusammen mit dem cDNA-Expressionsvektor in die 35 
BHK-Zellen (oder auch andere Zellen wie etwa HeLa-Zel- 
len) durch Cotransfektion eingefiihrt. 

16 h nach Transfektion erfolgte eine erste Messung der 
SEAP Aktivitat. Diese anfangliche Aktivitat wurde zur Nor- 
malisierung der nachfolgenden Aktivitatsbestimmungen 40 
verwendet und als Nullpunkt gesetzt (Fig. 3A). Diese Nor- 
malisierung erfolgte zum Ausgleich unterschiedlicher 
Transfektionseffizienzen. 

Bei Cotransfektion mit einem Kontrollvektor konnte eine 
starke Zunahme der SEAP-Aktivitat gefunden werden. Bei 45 
Cotransfektion mit einem Vektor, der ein Aptoptose-indu- 
zierendes Gen enthalt, wurde jedoch nur ein sehr geringer 
Anstieg in der SEAP Aktivitat festgestellt (Fig. 3A). 

Der Ruckgang der SEAP-Aktivitat durch Apoptose-In- 
duktion lieB sich durch zweimalige Messung des Kultur- 50 
uberstands - 16 und 36 h nach Transfektion - reproduzier- 
bar bestimmen. Fig. 3B zeigt, daB die SEAP Aktivitat urn 
den Faktor 10 bei Cotransfektion eines Apoptose-induzie- 
renden Gens im Vergleich zu einer Kontrolle verringert 
wird. Unter Verwendung des beschriebenen Verfahrens 55 
konnten bereits mehrere Apoptose-induzierende Gene iden- 
tifiziert werden. 

Beispiel 2 

60 

Isolation von Apoptose-induzierenden Genen durch Co- 
transfektion eines GFP-Gens auf einem Markerplasmid 

Der Screen nach Apoptose-induzierenden Genen wurde 
auch mittels Cotransfektion eines GFP-Gens zur Markie- 65 
rung der transfizierten Zellen und anschlieBender Bestim- 
mung der Apoptose durch die Detektion von fur Apoptose 
charakteristischen phanotypischen Veranderungen durchge- 
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fuhrt. So weisen apoptopische Zellen ein kontrahiertes Cy- 
toplasma und daher ein verringertes Zellvoiumen auf. 

Hierzu wurden 3ug eines Expressionsvektors aus der 
Genbibliothek mit jeweils 1 ug des GFP Vektors (pLantern, 
Gibco BRL) cotransfiziert. Die transfizierten (und damit 
fluoreszierenden, da GFP positiven) Zellen wurden zu un- 
terschiedlichen Zeitpunkten (12-48 Stunden nach der 
Transfektion) unter dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 
25 CFL, Zeiss) nach phanotypischen Veranderungen, die 
durch die Apoptose verursacht werden, untersucht. Dabei 
wurde nach Zellen gesucht, die eine Reduktion im Zellvoiu- 
men aufweisen. Da das GFP- Protein iiber die ganze Zelle 
verteilt ist, konnten solche Zellen leicht idenufiziert werden. 
Unter Verwendung geeigneter Computerprogramme und 
Fluoreszenzkameras laBt sich die Detektion ohne weiteres 
automatisieren. 

Mit dieser Version des Screens wurde das Gen fiir die 
Adenosin-Nukleotidtranslokase-1 (ANT-1) isoliert. Fig. 6 
zeigt die morphologischen Veranderungen, die durch die 
Transfektion von ANT-1 in Zellen hervorgerufen werden. 
Dieses Gen induziert auch andere biochemische Vorgange, 
die spezifisch fiir Apoptose sind, so z. B. den Abbau der 
DNA, die Freisetzung von Cytochrom c aus Mitochondrien 
und die Aktivierung der Cysteinproteasen der Caspasenfa- 
milie. ANT-1 ist eine Komponente des "Permeability Tran- 
sition" Komplexes in Mitochondrien, der bekanntermaBen 
bei der Apoptose-Induktion eine Rolle spielt. Die Isolation 
dieses Gens ist daher eine Bestatigung, daB der Screen die 
Isolierung von Genen erlaubt, die bei der Apoptose-Induk- 
tion eine Rolle spielen. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Identifizierung von Nukleinsaurese- 
quenzen, die in einer Zielzelle eine nicht-selektionier- 
bare Aktivitat aufweisen, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer DNA-Bibliothek umfas- 
send eine Vielzahl von Wirtszellen, die jeweils 
eine zu untersuchende Nukleinsauresequenz auf 
einem Expressionsvektor in operativer Verknup- 
fung mit einer in der Zielzelle aktiven Expressi- 
onskontrollsequenz enthalten, 

(b) Kultivieren von Wirtszellen, 

(c) Gewinnen des Expressionsvektors aus den 
kultivierten Wirtszellen, 

(dl) Cotransfizieren von Zielzellen mit 

(i) dem in Schritt (c) gewonnenen Expressi- 
onsvektor und 

(ii) einem Reportervektor, oder 

(d2) Transfizieren von bereits einen Reportervek- 
tor enthaltenden Zielzellen mit dem in Schritt (c) 
gewonnenen Expressionsvektor und 
(e) Bestimmen der Aktivitat des Reportervektors 
in den Zielzellen oder in dercn Kulturiibcrstand 
als qualitatives oder quantitatives MaB fur die 
nicht-selektionierbare Aktivitat der untersuchten 
Nukleinsauresequenz. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeich- 
net, daB die Nukleinsauresequenzen aus genomischen 
Sequenzen beliebiger Herkunft, cDNA-Sequenzen, 
cDNA-Fragmenten und Antisense-Molekiilen ausge- 
wahlt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die nicht-selektionierbare Aktivitat aus 
Apoptose-Induktion, Zellzyklus-Arrederung, Zelldif- 
ferenzierung, Inhibiuon des Zellstoffwechsels und In- 
hibidon oder Aktivierung der Expression von Genen 
ausgewahlt wird. 
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4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB als nicht-selektionierbare Aktivitat die Apop- 
tose-Induktion ausgewahlt wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man eine normali- 5 
sierte DNA-Bibliothek bereitsteilt. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man bakterielle 
Wirtszeilen, insbesondere E.coli-Wirtszellen verwen- 
det. 10 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB man als Expressi- 
onsvektor ein Plasmid verwendet. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB Schritt (b) eine Kul- 15 
tivierung von einzelnen Wirtszeilen umfaBl. 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 6 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB Schritt (c) eine alkalische 
Lyse der Wirtszeilen umfaBt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeich- 20 
net, daB die DNA nach der alkalischen Lyse ohne Zug- 
abe chaotroper Substanzen an eine Adsorptionsmatrix, 
insbesondere eine Silika- Adsorptionsmatrix, gebunden 
wird. 

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 25 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB man als Zielzel- 
len gegebenenfalls genetisch manipulierte eukaryonti- 
sche Zellen, insbesondere Saugerzellen, verwendet. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Transfektion oder Cotransfektion in 30 
Schritt (d) durch Calciumphosphat-Coprazipitation, 
Lipofektion, Elektroporation, PartikelbeschuB oder vi- 
rale Infektion erfolgt. 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB Schritt (d) eine 35 
transiente Cotransfektion des Expressionsvektors und 
des Reportervektors umfaBt. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB der Reporter- 
vektor eine fur ein nachweisbares Genprodukt kodie- 40 
rende Nukleinsauresequenz in exprimierbarer Form 
enthalt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das nachweisbare Genprodukt aus sezer- 
nierten Enzymen ausgewahlt wird. 45 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die sezemierte alkalische Phosphat- 
ase (SEAP) verwendet. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Bestimmung der Aktivitat des 50 
Reportervektors eine Aktivitatsbestimmung des sezer- 
nierten Enzyms im Kulturuberstand umfaBt. 

18. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man chromogene oder fluoreszierende 
Enzymsubstrate verwendet. 55 

19. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das nachweisbare Genprodukt aus intra- 
zellular nachweisbaren Polypeptiden ausgewahlt wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 14 oder 19, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das nachweisbare Genprodukt aus 60 
Fluoreszenzproteinen ausgewahlt wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das nachweisbare Genprodukt aus mem- 
branstandigen nachweisbaren Polypeptiden ausge- 
wahlt wird. 65 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21, da- 
durch gekennzeichnet, daB zusatzliche Parameter der 
Zielzellen analysiert werden. 



23. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 28, da- 
durch gekennzeichnet, daB Bestimmung der Aktivitat 
des Reportervektors und gegebenenfalls zusatzlicher 
Parameter durch Fluoreszenzcytometrie erfolgt. 

24. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB man die Aktivi- 
tat des Reportervektors an mindestens zwei Zeitpunk- 
ten nach der Transfektion oder Cotransfektion be- 
stimmt, wobei der erste Zeitpunkt so gewahlt wird, daB 
eine Expression der auf dem Expressionsvektor enthal- 
tenen Nukleinsauresequenz keinen EinfluB auf die Ak- 
tivitat des Reportervektors hat und wobei der zweite 
Zeitpunkt so gewahlt wird, daB eine Expression der auf 
dem Expressionsvektor enthaltenen Nukleinsaurese- 
quenz bereits einen meBbaren EinfluB auf die Aktivitat 
des Reportervektors haben kann. 

25. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Durchfuh- 
rung zumindest teilweise automatisiert wird. 

26. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Schritte (b) 
bis (e) an mindestens 50 Proben jeweils parallel durch- 
gefiihrt werden. 

27. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, weiterhin umfassend die Verwendung der 
identifizierten Gene zur Bereitstellung diagnostischer 
und therapeutischer Mittel. 

28. Verwendung von sezernierten Enzymen als Repor- 
tersystem fur Apoptose-Prozesse. 

29. Verwendung nach Anspruch 28 als Reportersy- 
stem zur Identifizierung von Apoptose-assoziierten 
Genen. 

30. Verwendung nach Anspruch 29 als Reportersy- 
stem zur Identifizierung von Apoptose-Induktions- 
oder Apoptose-Inhibitionsgenen. 

31. Verwendung nach Anspruch 28 als Reportersy- 
stem zur Identifizierung von die Apoptose beeinflus- 
senden Arzneimitteln. 

32. Verwendung nach einem der Anspriiche 28 bis 31, 
dadurch gekennzeichnet, daB die sezemierte alkalische 
Phosphatase (SEAP) als Reportersystem eingesetzt 
wird. 

33. Verwendung von sezernierten Enzymen als Repor- 
tersystem in einem Verfahren nach einem der Ansprii- 
che 1 bis 27. 

34. Vorrichtung zur automatisierten Durchfuhrung des 
Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 27 umfas- 
send 

(a) Mittel zur Kultivierung einer Vielzahl von 
Wirtszeilen, 

(b) Mittel zur Gewinnung von Plasmid-DNA aus 
einer Vielzahl von Wirtszeilen, 

(c) Mittel zur Transfektion und Kultivierung ei- 
ner Vielzahl von Zielzellen und 

(d) Mittel zur Bestimmung der Aktivitat eines 
Reportervektors in den Zielzellen. 

35. Vorrichtung nach Anspruch 34, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie einen Roboter fiir die Gewinnung von 
Plasmid-DNA aus den Wirtszeilen und einen Roboter 
fur die Transfektion von Zielzellen enthalt. 
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